Plasmiddynamik och konjugativ överföring av plasmiden RP1 på bladytan av buskböna by Björklöf, Katarina
Tiedokuntr/Or¡sto 
- 
FakulleUSokrlon
- 
lnsillut¡on
Matem atisk-naturvetenskapli ga Biovetenskapliga institu[ionell
24.t.1995
Plasmiddynamik och konjugativ överför'ing av plasmiden RPI på bladytan av buskböna
Framstegen inom molekylãrbiologin har resulterat i metoder som möiliggör
modifikationer i bakteriernas arvsmassa. Ett hinder för att anv¿inda denna teknik i naturen ¿ir
oron för att de tillsatta bakterierna kan orsaka rubbningar i mikrobpopulationerna och
näringsämnenas kretslopp. Frågorna giiller de modifierade stammarnas överlevnad, expressi
av rekombinanta gener samt möjlighetema för genöverföring.
I detta arbete studerades konjugativ överföring av plasmiden RPI som htir till
inkompabilitetsgrupp IncP. Denna plasmid har en bred våirdspecifitet och kodar fijr resistens
mot ampicillin, kanamycin och tetracyklin. Den ger också upphov till en pilusstruktur som g(l
värdbakteren känslig för bakteriofagen PRDl. På ytan av bönblad var plasmiden inte stabil i
värdbakterien Pseudomonas syringae CitTSp vid inkubation i hög fuktighet. Ett jlimvikts-
tillstånd uppkom där en procent av värdbakterienra innehüll plasmiden.
Hög fiekvens av överföring mellan donorer, P. syrtngae CitTSp(RP I ), ooh
recipienter, P. syringoe CitTxyl4l'i,, obseruerades i konjug¿ttittltcr på odlingsskälar. Ooksä i
konjugationer som utför'des på ytan av blad av buskböna i växthus kunde transkonjuganter
med hög frekvens observeras om fuktighcten var hög, trots frånvaro av både selektionstryck
för plrxmiden och nliringstillsatser. I andra miljöer har konjugationsnivån oliasl. varit ftir låg
ftjr att observeras utan tillsats av näring. Även i konjugationer på bladytan var atldelen
bakterier som innehöll plasmiden en procent av den totala mängden. I frånvaro av selektiolls-
tryck frir plasmiden verkar den i sig instabila plasmiden upprättìållas i bakteriepopulationern
genom hög frekvens av konjugation.
I flaskexperiment påvisades att närvaro av en bladyta stimuleracle donorcrna
till konjugativ överföring av RPI lika effektivt som tillsats av 0. I 7o pc'pton, trols att niirvat'o
av endast blad inte ledde till ökning av tlonorpopulationen. Tillsats av näring i flaskor lnccl
blad orsakade tillväxt av donorbakterierna men en såinkning av överföringsfrekvensetl. Detta
visar att den näring som krävs används för s.jälva konjugationsftirloppet och att aktiv cell-
delning inte lir ett villkor för att konjugation ska ske.
Konjugation mellan tillsatta donorer och recipienter kunde ookså obseryeras i
förhållanden med lägre fuktighet. I dessa experiment minskade mängden donor- och recipient
bakterier medan transkonjugantpopulationen ökade. Den ioke fritt i naturen förekommantle
tarmbakterien Escherichia coli överlevde minde än ett dygn på bladytan, men kunde också
överfrjra plasmiden till P. syringae innan den ävergiok i icke-odlingsbar form.
Konjugativ överföring från P. syringae CitTSp(RPl) till den naturliga bakterie-
populationen på bladytan undersöktes genom att använda bakteriofagen (rJl.I som selektion
mot donorstammen. Från två separata experiment isolerades totalt 1400 stammar av vilka 49
uppfyllde alla krav för transkonjuganterna. Dessa stammar identifierades på basen av cell
fettsyreprofiler och indelades i 5 olika släkten: Alcaligenes, Enterobacter, Pseudotnonas,
Sphingobacteriwn och Xanthomonas. Totâlt iclentifieracles l0 olika arter som var natttrliga
recipienter för plasmiclen RPl.
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